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摘 　要 : 提取赤点石斑鱼 ( Epinephel us akaara) 基因组 DNA , 经 Bam H I和 Hind III 双酶切并电泳回收 300～
1 000 bp 的片段与经Bam H I和 Hind III双酶切的 pUC18 质粒重组 , 转化感受态大肠杆菌 J M109 , 以α互补法筛
选重组阳性克隆 , 建立赤点石斑鱼部分基因组文库。应用 PCR 混合池法筛选含核心序列为 (CA) n 和 ( GA) n
微卫星位点的阳性克隆 , 经 DNA 测序 , 得到 61 个含微卫星序列的克隆 , 占总克隆数的 2189 %。61 个用于测序
的克隆中共有 111 个不同类型的微卫星序列 , 其中 (CA/ T G) n 重复类型 57 个 , 占 5114 % ; (A G/ TC) n 重复
类型 35 个 , 占 3115 % ; 其他重复类型 19 个 , 占 1711 %。完美型、非完美型及复合型序列分别占 4817 %、
4114 %和 919 %。并在 GenBank 上注册了 22 个微卫星序列。
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Abstract : A partial genomic library of Epinephel us akaara was const ructed and a PCR based st rategy was devel2
oped to screen the microsatellites in the library. A total of 2112 recombinant colonies were picked and regrown over2
night in 96 - well cell culture plates with 100μL of LB medium plus ampicillin each well at 37 ℃. Twenty two plates
were obtained and there were 20 mixing - pools in each plate. A PCR - based screening library method was used to
screen these mixing - pools via the universal primer of M13 and repeat motif p rimers (CA) 7 C and ( GA) 7 G , respec2
tively. There were 111 microsatellites isolated after 61 positive clones were sequenced. The result s indicated that
microsatellite sequences characterized by (AC/ GT) n and ( GA/ CT) n were abundant in genomic DNA of Epineph2
el us akaara . A portion of microsatellites repeat motif s and their flanking sequences were described. Among the 111
microsatellites , there were 54 perfect ones (4817 %) , 46 imperfect ones (4114 %) , and 11 compound ones (919 %) .
The 22 microsatellites sequences were submitted to the GenBank. It is supposed that these loci could be used for fur2
ther genetic diversity and population st ructure analysis of Epinephel us akaara .
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　　赤点石斑鱼 ( Epi nep hel us akaara) 隶属鲈形
目 ( Perciformes) , 鮨科 ( Serranidae) , 其肉质
鲜美 , 营养丰富 , 是名贵的海产经济鱼类 , 主要分






展 , 为避免出现种质混杂和退化 , 石斑鱼的种质资
源保护和遗传改良研究已刻不容缓。
微卫星 DNA 均匀分布于基因组中 , 它具有多
态性丰富、遵循孟德尔分离定律、共显性遗传、易
于 PCR 扩增等特点 , 目前已广泛应用水产动物种
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赤点石斑鱼购自厦门农贸市场 , 取背部肌肉 ,
用常规酚 - 氯仿 - 异戊醇法[6 ] 提取基因组 DNA ,
018 %琼脂糖凝胶电泳检测所提 DNA 的质量 , 核
酸检测仪测定所得 DNA 含量 , 调整定量至 200
μg ·mL - 1 。
取 10μg 基因组 DNA 经 Bam H I 和 Hind III
双酶切 , 1 %琼脂糖凝胶电泳 , 切下含 300～1 000
bp 酶切片段的琼脂糖胶块 , 用 DNA 纯化通用试剂
盒回收酶切片段 , 与经 Bam H I 和 Hind III 双酶切
的 p UC18 质粒连接 , 转入大肠杆菌 J M109 感受态
细胞 , 以α互补法筛选重组阳性克隆[6 ] 。用无菌牙
签挑取分隔良好白色单菌落接种于含氨苄青霉素的
LB 培养基 (无菌的 96 孔细胞培养板) , 37 ℃、150
r ·min - 1振荡培养过夜 , 加 15 %甘油 , - 80 ℃保
存。
112 　筛选含微卫星的阳性克隆
11211 　用于 PCR 法筛选的引物 　M13 ( - 20) :
5′GTAAAACGACGGCA GT3′, M13 ( RV ) : 5′
CA GGAAACA GCTA T GAC3′为分别来自 p UC18
质粒多克隆位点两侧的通用引物。
微卫星核心序列引物 MC1 : 5′ ( CA ) 7 C 3′,
MC2 : 5′( GA) 7 G 3′。
以上引物均由上海 invit rogen 公司合成。
11212 　矩阵 PCR 筛选微卫星文库 　每块 96 孔板
的 A - H 行的各孔分别取 5μL 菌液混合组成 8 个
“行池”, 1～12 列的各孔各取 5μL 混合组成 12 个
“列池”。每板共形成 20 个混合模板池。
用 11211 所述 4 条引物分别组合进行扩增 , 即
M13 ( - 20) / MC1 , M13 ( RV ) / MC1 , M13
( - 20) / MC2 , M13 ( RV) / MC2。PCR 反应体
系为 : 模板菌液 (为通过矩阵排列混合) 115μL ,
上、下游引物各 1μmol ·L - 1 , dN TP 200μmol ·
L - 1 , Mg2 + 115 mmol ·L - 1 , T aq DNA 聚合酶
0175U , 反应总体积为 20μL 。PCR 反应条件为 :
94 ℃4 min , 94 ℃45 s , 46 ℃45 s , 72 ℃45 s , 30
个循环 , 72 ℃延伸 10 min。110 %琼脂糖凝胶电泳




1～12 为列池的 PCR 扩增结果 ; A～H 为行池的 PCR 扩增结果 , M 为 DL2 000 分子量标准。本图中微卫星阳性克隆为 B5 孔与 F2 孔。
图 1 　微卫星阳性克隆的筛选
Fig11 　PCR based screening of microsatellite positive clones
113 　选择用于测序的阳性克隆
用 M13 ( - 20) / M13 (RV) 引物对 11212 结
果中的阳性克隆进行 PCR 扩增 , 确定插入片段的
大小 , 以插入片段的长度减去 M13 ( - 20) 或
M13 (RV) 引物与核心序列的扩增产物长度再减
去所扩增的载体部分序列即为侧翼序列长度 , 挑选
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侧翼序列长度大于 100 bp 的克隆送上海 invit rogen
公司测序。
114 　微卫星序列的识别和分类
利用 SSR Hunter 软件结合人工识别搜索测序





实验共得到 2 112 个重组阳性克隆 , 保存于 22
块 96 孔细胞培养板。混合后得到 22 组共 440 个模
板菌液的混合池。筛选后获得含微卫星的阳性克隆
88 个 , 占重组阳性克隆的 4117 %。
212 　含微卫星阳性克隆的测序结果
按 113 方法选择后进行测序的克隆共 75 个 ,
平均插入片段长度约 530 bp , 其中 61 个克隆含微
卫星序列 (占总克隆数的 2189 %) , 经软件与人工
识别相结合 , 共得到微卫星 DNA 序列 111 个。其
中 (CA/ GT) n 57 个 , ( GA/ CT) n 35 个 , ( T) n 8 个 ,
(A T) n 5 个 , (CT G) n 3 个 , ( CAC) n 1 个 ,
(CGCA) n 1 个 , (C) n 1 个。根据 Weber [7 ] 提出
的分类标准 , 对所获得 111 个微卫星序列分类结果
见表 1。表 2 列出了部分微卫星序列的核心重复单
元及其旁侧序列。
表 1 　赤点石斑鱼不同类型微卫星序列的数目及所占比例
Table 1 　Ratio of three types of microsatellite of Epinephelus
akaa ra
分离到微卫星总数 111
微卫星类型 完美型 非完美型 复合型
数目及比例 54 (4817 %) 46 (411 4 %) 11 (919 %)
表 2 　赤点石斑鱼部分微卫星 DNA 的核心序列及旁侧序列
Table 2 　Part of microsatellites repeat motifs and 5′and 3′flanking sequences of Epinephelus akaa ra
位点 5′旁侧序列 核心重复单元 3′旁侧序列 GenBank 序列号
EA1C8 CCA GGCACCT (CT) 2 C2 (CT) 10 GTA TCCTA T T EF504227
EA1E7 T GTCCT GCA T
(CT) 2 G ( TC) 5 ( T G) 2 ( TC) 2 T G ( TC) 5 T G ( TC) 4
( T G) 5 ( TC) 6 T G( TC) 6
T T TCT GTCTC EF504228
EA2 G3 GAACT T T GAC ( GT) 22 ( GA) 9 GTCGA GTAAA EF504230
EA4A10 T T T GCA GTA G (CA) 19 CT GCGAAA GC EF504233
EA5F3 A TA T TA T GT G (AC) 2 A2 (AC) 2 A2 (AC) 6A2 (AC) 2 A2 (AC) 11 A2 AC GA T GCACA T G EF504234
EA5 H6 CT GTCCT GCA ( TC) 4 T G( TC) 2 T G( TC) 5 T G( TC) 5 T TACT GTCTC EF504235
EA6B9 ACCGGGCACC (CT) 13 T2 (CT) 9 CA T T GT GTCA EF504236
EA6E10 GGT GT TCT T T ( TA) 3 GA ( TA) 3 GA ( TA) 3 CA ( TA) 2 CA ( T G) 35 TCA T T T T TCA EF504237
EA8F10 CCCCCTCTAC (CAC) 8 TCCCCAAACA EF504239
EA9B8 T T T GT T GGGA ( GT) 24 ACGCGCGT GC EF504240
EA10E11 AA GCCT GGGA ( T G) 9 ( TA TC) 2 ( TA T G) 2 ( T G) 10 CCA GT TCCCA EF504241
EA11B8 CCGGGCACCT ( TC) 6 G(CT) 2 CG(CT) 8 C2 (CT) 5 CGTA TCCTA T EF504242
EA11D1 CCGA GCACCT ( TC) 27 GCTAACACTC EF504243
EA14B11 AA GT GACT T G (CA) 5 (CGCA) 5 (CA) 18 CTCAA TCACG EF504244
EA14C12 GGA GCCT GT (CA) 15 GACA TACCCA EF504245
EA20A2 ACACA GTACA ( T G) 30 GA GT TCACCT EF504247
3 　讨　论
311 　微卫星探针及筛选文库方法的选择
在动物基因组中微卫星大约 6～10 kb 出现 1
次[8 - 9 ] , 其中二碱基重复类型 (CA/ GT , A G/ TC ,
A T/ TA) 的微卫星最为常见 , 约占总微卫星数量
的 30 %～67 %[5 ,10 ] 。鱼类微卫星中以 (CA / GT) n
的数量居多 , 本实验结果也显示 , 采用 2 种核心序
列引物筛选出来的赤点石斑鱼微卫星序列中 (CA/
GT) n 类型多于 (A G/ TC) n 类型。在脊椎动物
中 , (A T) n 在基因组中的数量仅次于 ( CA) n[ 11 ] ,而
在一些无脊椎动物 , 如中国明对虾 ( Fennero2
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penaeus chi nensis) 基因组中 , (A T) n 重复类型
的数量最大[12 - 13 ] 。但较长的 (A T) n 容易形成二




选用 (CA/ GT) n、 (A G/ TC) n 2 种重复类型的
微卫星核心序列。
徐鹏等[14 ]曾以 PCR 法筛选到 31 个中国对虾
微卫星 DNA , 李霞等[15 ] 用类似方法筛选到 24 个
剑尾鱼的微卫星 DNA , 证明了 PCR 法筛选微卫星
的可行性。但在进行较大规模微卫星位点筛选时 ,
如果对小片段基因组文库进行逐个克隆的筛选 , 工
作量较大 , 为提高筛选效率 , 常通过逐级混合克
隆 , 分步 PCR 的方法筛选阳性克隆 , 此方法称做
“反应池”方法[16 ] 。本研究采用“行池”、“列池”
混合单克隆 , 再进行 20 个 PCR 扩增 , 根据行、列
的阳性结果进行交叉定位 , 确定阳性克隆在 96 孔
细胞板上的坐标 ; 再挑取含微卫星的阳性单克隆利




文库的平均插入片段长度约 530 bp , 因此在一块
96 孔板上约有总长为 50 kb 的基因组序列 , 按基
因组中平均每 10～20 kb 出现 1 个二碱基重复类型
的微卫星 , 那么在一块板上只有 2～5 个二碱基重
复类型的微卫星克隆 , 因此在进行交叉定位时较易
确定阳性孔的位置。采用“反应池”方案能大大减
少筛选的工作量 , 降低成本 , 所得的筛选结果较为
准确可靠。
尽管 PCR 方法较灵敏 , 但经常会出现非特异






根据本研究结果的估算 , (CA) n 重复类型的
微卫星在赤点石斑鱼基因组中的出现频率约为每
1412 kb 出现 1 次 , 与三刺鱼 ( Gasterosteus aculea2
t us) 的约每 14 kb 出现 1 次[17 ] 近似 , 低于红鳍东
方鲀 ( Fu g u rubri pes ) 的每 6156 kb 出现 1 次
(CA) n 类型的微卫星[18 ] 。
研究表明 , 真核生物的微卫星核心单元的重复
次数大都在 30～40 次以下 , Ellegren 认为 , 微卫
星长度的均衡分布可能是点突变与复制滑移相互间












性位点还可用于 Q TL 基因的筛选与定位 , 构建完
整基因组连锁图谱 , 为进行标记辅助育种 ( mark2
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